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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 
(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 
production of cartilage and of implants consisting 
at least partially of cartilage. It is based on living 
cells that are able to form an extracellular matrix 
of cartilage, and which are placed in an otherwise 
empty cell space (1), and are left in this cell space 
(1) to form an extracellular matrix of cartilage. 
As many cells are introduced into the cell space 
as necessary for it to contain about 5xl0 7 to 10 9 
cells per cubic centimetre. The cell space (1) 
is separated, at least partially, from a culture- 
! medium space (2) surrounding the cell space (I) 
by a semipermeable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection barrier. The 
open-pored wall may take the form of a plate 
(7) made of a bone-substitute material, and be 

!S? , .1^T?r ,S thC 01 ** CC " L paM ™ S causes ceIls t0 <* ^Posited on (his plate (7). and .he cartilage arising in the 

cell space (I) grows mto ia pores or surface irregularities, thus creating an implant consisting of a bone-substitute plate (7) a^d a laier of 
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(57) ZusammenCassung 



Das beschriebene Yerfahren dient zur in vitro Herstdlung von Knorpelgewebe lind von Implantaten, die mindestens tcilwcisc aus 
Kiwrpelgewebe bcstehcn.' Es gcht von vitalcn Zellen aus, die die Fahigkeit haben, eine extrazellulare Knorpelmatrix zu bilden und die 
in einen an sich leeren Zeliraum (I) eingebracht und zur Bildung einer extrazellularen Knorpelrnatrix in diesem Zellraum (I) belassen 
werden. Es werden soviele Zeilen in deh Zellraum eingebracht, dass dieser pro cm 3 etwa 5xI0 7 bis 10 9 Zellen enthait. Der Zellraum (1) 
isl mindestens teilweise durch eine semipermeable Wandung (3) oder durch eine als Konvektionsbarriere wirksame offenporige Wandung 
von einem den Zellraum (I) umgebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennL Die offenporige Wandung kann dabei als Platte (7) aus einem 
Knocrtencrsatzmaterial ausgebildet sein und im Zellraum (I) gegen untcn angeordnet sein. Dadurch setzen sich die Zellen auf dieser 
Platte (7) ab urid wachst das im Zeliraum (1) entsteheride Knorpelgewebe in seine Poren bzw. Oberflachenunebenheiten ein. wodurch eln 
Implantat entsteht, das aus einer Knochenersatzplatte (7) und aus einer diese bedeckenden Knorpelschicht besteht, und wobei die beiden 
Implantatsteile durch Verwachsurig formschlussartig miteinander verbunden sind. 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 



Die Erfindung Iiegt auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und betrifft ein 
Verfahren gemass dem Oberbegriff des ersten, unabhangigen Patemanspruchs 
zur Herstellung von Knorpeigewebe und von Implantaten zur Reparatur von 
enchondralen und osteochondralen Defekten. Ferner betrifft die Erfindung 
5 eine Anordnung zur Durchftihrung des Verfahrens und nach dem Verfahren 
hergestellte Implantate nach den Oberbegriffen der entsprechenden, unabhan- 
gigen Patentanspriiche. 

10 Knorpeigewebe besteht im wesentlichen aus Chondrozyten und extrazellularer 
Matrix. Die extrazellulare Matrix besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ II 
und Proteoglycanen, deren Bausteine von den Chondrozyten in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden werden, wo sie zu Makromolekiilen zusam- 
mengebaut werden. Die Chondrozyten machen im Knorpeigewebe eines er- 

15 wachsenen Individuums etwa 5% des Volumens aus. 
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Gelenkknorpel, der als knorpelige Schicht die Enden gelerikig verbundener 
Knochen uberzieht, ubeniimint die Funktion der Lastverteiliing bei Belastung 
des Gelenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fahig, Wasser auf- 
zunehmen und unter Druck wieder abzugeben! Ferner dienen die Gelenk- 
5 knorpel-Oberflachen als Gleitflachen im Gelenk. 

Knorpel ist ein Gewebe, das sich mangels Durchblutung insbesondere an er- 
wachsenen Individuen kaum fegeneriert, wenn das zu regenerierende Knor^ 

10 pelsriick ein nur kleines Volumen uberschreitet. Insbesondere Gelenkknorpel 
korinen aber oft altersbedingte Abniitzungs- und Veranderungserscheinungen 
sowie unfallbedingte Verletzungen aufweisen, die ein derartiges maximal 
regenerierbares Volumen bei weitem uberschreiten. Solche Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache i Bewegung und Belastung von betroffenen Ge- 

15 lenken schmerzhaft und fiihren zu weiteren Komplikationen wie beispiels- 
weise Entziindungen bedingt durch Synovialflussigkeit, die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mil dem Knochen in 
Kontakt kommt. 

20 

Aus diesen Griinden wird seit langerer Zeit versucht, fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operativ zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekannt, Defekte, die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und darunter 
liegendes Knochengewebe betreffen, zu reparieren, indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mit einer moglichst genau definierten Geometrie ausgebohn 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteten Stelle 
30 beispielsweise desselben Gelenkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
unterliegendem Knochen mit moglichst derselben Geometrie, wie die Boh- 
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rung sie hat, ausgestanzt/ausgebohrt wird undanciem die ausgestanzte Saule in 
die Bohrung eingesetzt wird. In derselben Weise werderi audi grossere Defek- 
te mit einer Mehrzahl von Sauien repariert (Mosaikpjastik). Diese Methoden 
sind erfolgreich aber das eigentliche Problem wird im weseritlichen von einer 
5 belasteten Gelenkstelle an eine unbelastete Gelenkstelle verschoben und nicht 
efifektiv geldst. 

Es wird auch vorgeschlagen, beisptelsweise in der Publikation US-3703575 
10 (Thiele), Knorpeldefekte mit rein kunstlichen -Implantaten (z.B. Gele t die Pro- 
teine und Polysaccharide erithalteri) zu repafieren. Es zeigt sich aber, dass 
damit nur beschrankte Erfolge erzielt werden konnen, weshalb in der neueren 
Entwicklung andere Wege beschritten werden, die alle von autologen oder 
homologen, vitalen Zellen ausgehen. Es werden beispielsweise in vitro geziich- 
15 tete, vitale Chondrozyten oder Zellen, die eine Chondrozytenfunktion ausuben 
konnen, implantien; oder es werden kiinstliche Implantate benutzt, in die 
vitale Chondrozyten eingebracht sind; oder es wird versucht, in vitro Knorpel- 
gewebe zu zuchten und dieses zu implantieren. Das hetsst mit anderen Wor- 
ten, nach neuerer Entwicklung wird versucht, vitales Knorpelgewebe minde- 
20 stens teilweise in vitro zu erzeugen und zu implantieren oder knorpelbildende 
Zellen im zu reparierenden Defekt anzusiedeln, welche Zellen in vivo ein 
mindestens Knorpel-ahnliches Gewebe bilden. 

25 Beispiele derartiger Verfahren sind in den folgenden Publikationen beschrie- 
ben: 



30 



Nach dem Verfahren gemass US-4846835 (Grande) werden korpereigene 
Chondrozyten nach einer vorgangigen Vermehrung in einer Monolayer-Kultur 
fur eine weitere Vermehrung in eine dreidimensionaie Koliagenmatrix in 
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Form eines Gels oder eines Schwammes eingebracht, in welcher Matrix sie 
sich festsetzeri und dadurch immobilisiert sind. Nach ca. drei Wochen Zellver- 
mehmng wird die defekte Knorpelstelle mit dem Material bestehend aus 
Kollagenmatrix und Zellen gefullt und, urn das Transplantat an der defekten 
5 Stelle festzuhalten, wird ein Snick Knochenhaut dariiber genaht. Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche derartiger Transplantate 1st bedeutend besser als 
ohne Transplantat. 

10 ' Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (Itay) werden Chondrozyten odef 
Zellen, die eine Chondrozyten-Funktion ausiiben konnen, in eine biokom- 
patible, resorbierbare Matrix eingebracht (32xl0 6 bis 120xl0 6 Zellen pro cm 3 ), 
in welcher Matrix die Zellen immobilisiert sind. Diese Matrix wird implan- 
tiert, wobei sich in vivo ein knorpelahnlicbes Gewebe bildet. Die fur das 1m- 

15 plantar verwendeten Chondrozyten werden vorgangig kultiviert und zwar 
zuerst in einer Monolayer-Kultur und dann suspendiert, wobei sie sich zu 
Aggregaten von 30 bis 60 Zellen verbinden. 

20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughton) wird ebenfalls eine 
dreidimensionale kiinstliche Matrix als Tragermaterial Kir das Implantat ver- 
wendet Diese wird bereits fur die Zellkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zellen mit einer vitalen Bin- 
degewebeschicht iiberzogen. Nach einer in vitro durchgefuhrten Zellvermeh- 

25 rung auf der dreidimensionalen Matrix, wird diese implantiert. Die implantier- 
ten Zellen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 

Nach dem Verfahren gemass PCT-WO90/ 12603 (Vacanti et ah) wird eben- 
30 falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren, polymeren 
Fasermaterialien besteht und an die sich Zellen anlagern lassen. Die Zellen 
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werden in vitro bereits auf der Matrix oder in Monolayer-Zellkulturen ver- 
mehrt und die Matrix wird mit den an ihr haftenden und dadurch immpbili- 
stenen Zellen implantiert. Die Matrix wird in vivo abgebaut und sukzessive 
dutch extrazellulare Matrix die von den Zellen gebildet wird, ersetzt. 

5 

Nach dem Verfahren gemass US-5326357 (Kandel) werden Chondrozyten auf 
einer Schicht aus Filter-material (MILICELL&-CM mit einer Porengrosse von 
0£\xm) als Monolayer mil einer Dichte von l,5xl0 6 Zellen pro cnr aufge- 
10 bracht. Eine in viiro Kultur des Monolayers auf dem Filtermaterial ergibt in 
zwei bis vier Wochen eine dunne Knorpelschicht, die in ihrem Aufbau o£fen- 
bar dem natlirlichen Gelenkknoipel entspricht, und die aJs solche implantier- 
bar ist. 



15 

Es ist auch bekannu dass Knorpel in sogenannten high density Zellkulturen 
geziichtet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
einen Monolayer notwendig auf einen Trager gebracht und kultivien. Erst 
nach ein bis zwei Stunden wird das Kulturmedium zugegeben. Nach zwei beis 

20 drei Tagen kontrahiert sich die Zellschicht auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mit Durchmessern in der Grossenordnung von 1mm. 
Im Innern dieser Microspheres bildet sich in der anschliessenden Kultur ein 
Knorpel-artiges Gewebe, wahrend an deren Oberflache Faserknorpel (Peri- 
chondrium) entsteht. Fur Implantate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

25 wenig geeignet. 



Sittinger er al. (Biomaterials Bd. 17, Nr. 10, Mai 1996, Guildford GB) schla- 
gen auch vor, fur die Bildung von Knorpel in vitro in eine dreidimensionale 
30 Matrix vitale Zellen einzubringen und die beladene Matrix dann in eine 
semipermeable Membran einzuschliessen. Durch die Membran wird vor allem 
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verhindert, dass wahrend der Knorpelbildung von den Zellen fur den Aufbau 
einer extrazellularen Matrix ausgeschiedene Bauteile mit dera Kultunnediura 
ausgeschwemmt werden. Es ist auch bekannt, Zellkulturen zur Verhindening 
von Immunabwehrreaktionen in eine derartige Merabran eingeschlossen zu 
5 implantieren. 

Alle oben genannten Verfahren, mit denen versucht wird, Knorpel rnindestens 
teilweise in vitro herzustellen, stellen verschiedene Losungeii eines langer 

10 bekannten Problems dar, das sich der Herstellung von Knorpelgewebe durch 
natiirliche Zellen aber unter kiinstlichen Bedingungen stellt. Dieses Problem 
besteht darin, dass Chondrozyten unter derartigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relativ schnell zu Fibroblasten zu dedifferenzieren, bzw. dass 
es nur unter sehr spezifischen Kulturbedingungen mogiich ist. Fibroblasten zu 

15 einer Chondrozyten-Funktion zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
verlieren Chondrozyten unter anderem ihre Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darstellt. 

20 Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannten Verfahren dadurch gelost, dass die Chondrozyten in entsprechend 
dichten Kulturen in einem Monolayer oder in einer dreidimensionalen Matrix 
immobilisiert werden. Es zeigt sich, dass Chondrozyten sich auf diese Art 
ohne wesentliche Dedifferenzierung vermehren und extrazellulare Matrix bil- 

25 den, die der extrazellularen Matrix von naturlichem Knorpel rnindestens ahn- 
lich ist. Die dreidimensionale Matrix diem in den meisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung der Zellen sondern auch als belastbarer Korper nacb der 
Implantation, denn die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinem bekannten 
Fall eine Stabilitat, die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 

30 Belastung standhalten konme. 



WO 97/46665 



PCT/CH97/00220 



Die Erfiridung stelli sich die Aufgabe; ein Verfahren zu schaffen, mit dem in 
einfacher Weise fiir Implantatiorien, insbesondere fur Implantationen bei Ge- 
lenkknorpel-Defekten, geeignetes Knorpelgewebe in vitro herstellbar wird 
Oder implantate herstellbar werden, die mindestens zum Teil aus derartigem 
5 Knorpelgewebe bestehen. Zur Losung dieser Aufgabe ist es notwendig, fiir 
Cbondrozyten bzw. andere, zu einer Chondrozytenfunktion fahige Zellen in 
vitro eine derartige Uragebung, insbesondere eine dreidimensionale deranige 
Uragebung zu schaffen, dass sie auch iiber eine langere Kulturzeit nicht dedif- 
ferenzieren und ihre Funktion aktiv ausiiben, bzw. dass sie zu aktiven Chon- 
10 drozyten differenziert werden. Durch die Losung dieses Problems ist der 
Hauptteil der Aufgabe gelost, denn nicht dedifferenzierende, vitale Chondro- 
zyten bauen unter den geeigneten Bedingungen gemass ihrer naturlicben 
Funktion die entsprechende extrazellulare Matrix auf und stellen zusammen 
mit dieser Knorpelgewebe dar. 

15 

Die nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten Implantate, die 
mindestens zum Teil aus in vitro hergestellten^ Knorpelgewebe bestehen, 
sollen insbesondere geeignet sein fiir die Reparatur von enchondralen oder 
20 osteochondralen Gelenk-Defekten. Sie sollen fur jede Tiefe deraniger Defek- 
te herstellbar sein und mit den erfindungsgemassen Implantaten reparierte 
derartige Defekte sollen moglichst bald nach der Implantation belastbar sein 
und zwar sowohl mit Press- als auch mit Scherkraften. 

25 

Die oben genannte Aufgabe wird gelost durch das Verfahren, wie es in den 
Anspriichen definiert ist. 

30 Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund, dass Chondrozyten 
ein den Anspriichen geniigendes Knorpelgewebe aufbauen konnea wenn 
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dafur gesorgt wird, class' die Konzeiitration von Stoffen, die von den Zellen 
produziert und in extrazellulare Raume alisgeschieden werden, nach einer 
lairzen Arifangsphase eihe genugend Hohe Konzentration aiifweisen und dass 
eine alinliche Konzentration ^wahrend der ganzen Kiilturzeit aufrechterhalten 
5 bleibt. Unter diesen Bedingungen bleibt die differenziene Funktion von 
Chondrozyten voll erhalten (sie dedifferenzieren nieht zu Fibroblasten) und/- 
oder ist es moglich, entsprechende Zellen, insbesondere mesenchymale 
Stammzelien oder andere mesenchymale Zellen oder audi Fibroblasten zu 
einer entsprechenderi Funktion zu differenzieren. 

10 

Die erste Bedingung wird erfiillt dadurch, dass eine Zellgemeinschaft geschaf- 
fen wircl, in der mindestens zu Beginn der Kultur eine derart hohe Zelldichte 
herrscht, dass die Zellen fahig sind, die fur die genannten Konzentrationen in 
15 den Zellzwischenraumen riotwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzen Zeit zu produzieren. Die zweite Bedingung wird erfiillt dadurch, dass 
die Zellgemeinschaft in einem begrenzten Zellraum untergebracht wird, in 
dem verhindert wird, dass die genannten Stoffe aus den Zellzwischenraumen 
ausgeschwemmt werden, 

20 

Die genannten Stoffe sind insbesondere autokrine Faktoren und Stoffe, die als 
Bausteine fur den Aufbau der extrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proteine und Hyalorunate fur den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und Kollagen-Vorstufen fur den Aufbau der Kolla- 
genfibrillen vom Typ II. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden die Zellen fur die in 
30 vitro Kultur nicht immobilisiert sondem es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale, kunstliche Matrix zur Verfugung gestellt, in dem die beiden oben 
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angegebenen Bedingungeh erfullt sind, in dem es aber weitgehehd den Zellen 
uberlassen wird, wie sie sich felativ zueinander arisiedeiii wolleh- Es zeigt sich, 
dass in einem derartigen freien Zellraum Zellen ihre Ghondrozyterifuakrion 
voll ausuben und sich ein Knorpelgewebe ziichten lasst, das eine fur eine 
5 Implantation und fur eine mindestens beschrankte Belastiing nach der Im- 
plantation genugende Festigkeit aufweist. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren werden also Zellen, die zu einer 
10 Choridrozytenfunktion befahigt sind. in einen an sich leeren, das heisst hoch- 
stens mit Kulturmedium gefiillten Zellraum eingebracht derart, dass im Zell- 
raum eine Zelldichte von etwa 5xl0 7 bis 10 9 Zellen pro cm 3 Zellraum ent- 
steht, was bei einem ungefahren Zellvolumen jeder Zelle von 10 3 um 3 eine 
Raumbelegung von ca. 5% bis 100% ergibt. 

15 

Der Zellraum hat mindestens teilweise durchlassige Wande und wird fiir die 
Kulturzeit in einen mit Kulturmedium gefiillten Raum eingebracht, welches 
Kulturmedium in bekarmter Weise periodisch erneuert wird. Wahrend der 
20 Kulturzeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnet oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung zwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 



25 Die Durchlassigkeit der durchlassigen Teile der Zellraumwandung und die 
relative Bewegung von Zellraum und Kulturmedium, sind derart auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhangig vom zu erzeugenden Knorpel) abzustim- 
men, dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhinderung erfullt wird. 
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Fur aile Falle sind semp^rmeable Wahdbereiche (semipermeable- Membrane) 
iriit einer Durctililssi^ Dalton ( 10 bis lOO kDa) 

geeignet, insbesondere ;fur - bevvegte Kiiltureri und fur Zellraume mit grosseh 
Dimensioneri (dreidtmehsionaie Gebildej. Die genanmen autokririen Faktoreh 
5 und Bausteine fur den Aufbau der Makromolekule der extrazellularen Knor- 
pelmatrix haben Molekuiargewichte derart, dass sie eine Membran mit der 
genanmen Duchlassigkeit nicht passieren konnen. 

Es zeigt sich, dass fur stationare Kdlturen und Zellraume mit mindestens 
einer kleinen Dimension (durine Schichten) auch offenporige Wande mit 
bedeutend grosseren Pofen (bis in den Bereich von 10 bis 20um), die nicht als 
semipermeable Wande sondern nur als Kdnvektionsbarrieren wirken konnen, 
genugen und dass gep^benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite offen 
sein kann. 

Insbesondere in unbewegten Zellraumen setzen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichten in Richtung Schwerkraft ab, wodurch schichtartige Knorpelgewebe 
20 erzeugbar sind. Fiir die Erzeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebilde 
erweisen sich bewegte Zellraume als vorteilhaft. 

Fiir spezifische Kulturen und insbesondere auch fiir spezifische Formen und 
25 Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kulturmedium) und die optimale Beschaffenheit der 
Zellraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zellraumwand experimentell 
ermittelt werden. 

30 

Der Zellraum hat also im wesemlichen drei Funktionen: 
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Der Zellraum halt die Gemeinschaft der (nicht immobilisierten) Zelleh in 
einer genugeriden Dichte zusammen, derart, dass sie ihre spezielle Funk- 
tionsfahigkeit nicht verlieren; 

5 - der Zellraum begrenzt das Knorpelwachstum, sodass dutch Wahl der 
Zellraumform die Form des entstehenden Knorpels steuerbar ist: 

- die Zellraumwahd erlaubt die Versorgung der Zeilen mit Kultunnedium, 
verhinden aber die Ausschwemmung der fur das Knorpelwachstum not- 
10 wendigen, von den Zeilen sekretierten Stoffe. 

Fur die Herstellung von Implantaten, die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
bestehen, kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusatzlich noch eine 
15 Funktion als Implantatsteil iibernehmen, wie weiter unten noch im Detail zu 
beschreiben setn wird. 

Die in den Zellraum einzubringenden Zeilen sind Chondrozyten, mesenchy- 
20 male Stammzellen oder andere mesenchymal Zeilen. Diese Zelltypen kon- 
nen aus Knorpelgeweben, Knochen oder Knochenmark in bekannter Weise 
isolien werden oder auch aus Binde- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignet, wenn dem Kulturmedium bzw. dem Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ihre Differenzierung zu Chondrozyten bewirken oder die 
25 Zeilen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden, mit deranigen Faktoren 
behandelt werden. Die Zeilen konnen auch, bevor sie in den Zellraum einge- 
bracht werden, in vitro vermehrt werden. 



30 



Die in den genannten Geweben vorhandenen Mischungen von Zelltypen 
brauchen nicht aufgetrennt zu werden. sondern konnen als solche in den Zeli- 
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raum eingebracht werden; Es zeigt sich aiich, dass eine volistandige Trennung 
der Zellen voa der sie umgebenden interzellularen Matrix nicht notwendig isi, . 
dass also gegebenenfalls anstelle yon isolierten Zellen auch Gewebeteilchen 
oder Mischungen von isolienen Zellen und Gewebeteilchen in den Zellraum 
5 eingebracht werden konnen. Dabei ist gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
hung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen, beispielsweise 
durch eine kurze enzymatische Verdauung, dafur zu sorgen, dass die geforder- 
te Zelldichte im Zellraum erreicht werden kann. 

10 

Es zeigt sich, dass mit handelstiblichen Kulturmedien, wie beispielsweise 
HAM-F12, denen voneilhafterweise 5 bis 15% Serum zugegeben werden, gute 
Resultate erzielt werden konnen. Ferner konnen dem Kulturmedium auch an 
sich bekannte Wachstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulturme- 
15 dien, die eine Vermehnmg der Zellen und die Bildung der Knorpelmatrix 
fordern, beigegeben werden. 

Es zeigt sich, dass in den gemass dem erfindungsgemassen Verfahren erzeug- 
20 ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nicht dedifferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kuiturzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mit Knorpelgewebe fiillt. Das entstehende Knorpelgewebe 
kann, sobald es dazu eine genugende mechanische Festigkeit aufweist, aus 
dem Zellraum entfernt werden und beispielsweise frei schwimmend in einem 
25 Kulturmedium weiter kultiviert werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiterverwendung (Transplantation) im Zellraum verbleiben. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltes Knorpelgewebe kann 
30 als Implantat oder Implantatsteil, bzw. bei der Verwendung von autologen 



W0 97/46665 



PCT/CH97/0O220 



Zellen als Zell-auto-Transplantat oderaber auch fur wissenschaftiiche Zwecke 
in vitro weiterverwendet wird. 

5 Die folgenden Figuren illustrieren das erfindungsgemasse Verfahren, die 
Aaordnung zur Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens sowie Bei- 
spiele von Implantaten, die durch das erfindungsgemasse Verfahren herge- 
stellt werden konnen. Bei den dargestellten Beispielen handelt^ es sich um 
Implantate fur die Reparatur von enchondralen und osteochondral Defek- 
10 ten. Mit dem erfindungsgemassen Verfahren ist es aber auch mbglich, andere 
Implantate herzustellen, rum Beispiel Gehorknochen oder fur die plastische 
Chirurgie Nasenknorpel, Orbitalboden, Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

Figuren 1 bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens zur in vitro Her- 

stellung von Knorpelgewebe; 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimentellen Knorpelkulturen (aus Kulturen nach dem erfin- 
20 dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskulturen nach bekann* 

ten Verfahren) im Vergleich mit Knorpel aus einem Gelenk; 

Figuren 8 und 9 zeigen zur Illustration der mechanischen Eigenschaften von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel: 
25 Kraftverlaufe bei der Belasrung dieses Knorpels (Figur 8) und bei 

der Belastung eines nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von nativem Knorpel. 
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Figur 14 zeigt einen Schnitt durch ein nach dem erfindungsgemassen Ver- 
fahren gemass Figur 2 oder 3 hergestelltes Implantat mil einer 
Tragerschicht und einer Knorpelschicht (Grenzbereich zwischen den 
zwei Schichten im Schnitt senkrecht zu den Schichten); 

5" 

Figuren 15 und 16 zeigen beispielhafte Ausfuhmngsformen des erfindungsge- 
massen Implantates gemass Figur 14 im Schnitt senkrecht zur.Knor- 
\ pelschieht; 

10 Figuren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellten Implantaten zur Reparatur 
von enchondralen und osteochdndralen Gelenk-Defekten (Schnitte 
senkrecht zur Knorpelschicht). 

15 

Figur 1 zeigt im Schnitt eim beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vitro-Herstellung von Knprpelgewebe. Diese besteht im wesentlichen aus 
einem begrenzten Zellraum l t in den die Zellen eingebracht werden und der 
in einem Kulturmedium-Raum 2 angeordnet ist. Mindestens ein Teil der 

20 Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchlassige Wand, beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
det. Die restliche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium- 
Raum 2 ist dicht und besteht beispielsweise aus Kunststoffteilen, die dem 
Zellraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeablen Mem- 

25 brane festhaiten. 

Im dargestellten Beispiel sind ein innerer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufsteckbare aussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen, die zusanimen 
30 mil zwei beispielsweise im wesentlichen kreisformigen Stucken semiperme- 
abler Membran 3 einen kreisscheibenformigen Zellraum 1 einschliessen. 
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Die sempermeabie Membrah 3; hat eine DurchlaLssigkeit von lO'OOO bis 
lOO'OOO Dalton. Sie beste aus. demselben Material wie ein 

entsprechender Dialyseschlauch. 



Es ist offensichtlich, dass in anaioger Art zu der in der Figur 1 dargestellten 
Anordnung\Zellraurae^ verschiedenster Form gebildet werden konnen, in die 
Zellen eingebfacht werdfen und in denen diese Knorpelgewebe aufbauen, 
10 wobei das Knorpelgewebe im wesentiichen die Form des Zellraumes 1 oder 
des wahrend der Kultur in Richtung Schwerkraft gegen unten gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 annimmt. 



15 Der Kulturmedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raum, in dem in bekannter 
Weise das Kulturmedium periodisch ausgewechselt wird. Wean der Zellraum 
l im Kulturmedium-Raum 2 bewegt werden soil, ist der Kulturmedium-Raum 
beispielsweise eine Spinnerflasche. 

20 

Unter Verwendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das erfindungsge- 
masse Verfahren beispielsweise wie folgt ab: 

Zellen, Gewebeteilchen oder Mischungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen, wie sie weiter oben beschrieben sind, werden, z.B. in Kulturme- 

dium aufgeschlammt, in den freien Zellraum eingebracht derart, dass die 
Zelldichte im Zellraum im Bereiche zwischen 5xl0 7 und 10 9 Zellen pro 
cm 3 betragt. 
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- Der Zellraum wird geschiossen, dann in den Kulrurmedium-Raurn ein- 
gebracht und darin fbr eirien Zeitraum iii der Grosse von fe^ya- drei Wo- 
chen belassen. 

5 - Das im Zellraum entstandene Knorpelgewebe wird aus dem Zellraum 
entfernt und entweder in einem Kulturmedium frei schwimmend weiter 
kultiviert oder direkt als Implantat bzw. Transplantat oder fiir wissen- 
schaftliche Untersuchungen weiterverwendet. 

10 

In Zellraumen gemass Figur 1 werden Iriiplantate hergestellt, die nur aus 
Knorpelgewebe bestehen, beispielsweise Gehorknochen, Nasenknorpel. Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln oder TeiJe davon. 

15 

Figur 2 zeigt eine weitere Variante eines Zellraumes fur die Durchfuhrung 
des erfindungsgemassen Verfahrens. Der Zellraum 1 ist flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder plastisch defonnierbare 
Platte 7 aus einem biologiseh abbaubaren oder nicht abbaubaren Knochen- 
20 ersatzmaterial, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise eine semipermeable Membran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der Zellraum hat eine Hohe von beispielsweise ca. 3 bis 5mm und eine belie- 
bige flachige Form und Ausdehnuhg. 

25 

Ein Zellraum, wie er in der Figur 2 dargestellt ist, ist insbesondere geeignet 
fur die Herstellung eines Implantats zur Reparatur eines osteochondral De- 
fekts, welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelschicht sondern auch die Knochenersatzplatte 7 umfasst. Diese Kno- 
30 chenersatzplatte 7 hat also im wesentlichen zwei Funktionen: sie dient wah- 
rend dem Knorpelwachstum als durchlassige Wandung des Zellraumes 1 und 
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sie dieht irri fertigen Implantat als VeranJcerungssutetrat : Kt^die.;I^dipel-' 
schicht. wobei nach der Implantation dieses Knochenersatzmatenal in bekarin- 
ter Weise yon Zellen aus dem angrenzenden, vitalen Knochen besiedelt wird. 

5 

D^imi die Knochenersatzplatte 7 die oben genannte zweite Funktion erfullen 
kaiin, muss durch entsprechende Anordnung des Zellrauihei im ''foltuft^di--. 
.um-RiSLum;dafQr gesorgt werden, dass die Zellen sich moglichst tegelmassig 
;auf der Knochenersatzplatte 7 absetzen (mindestens fur den Fall, dass eine 
10 Zelldichte gewahlt wird, die zu eiriem Absetzen der Zellen fuhrt). Der Zell- 
raum 1 wird also beispielsweise, wie in der Figur 2 dargestellt, mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 gegen unten stationar im Kulturmedium-Raum 2 angeord- 
net, sodass die Zellen sich durch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzplatte 7 absetzen. 

15 

Ferner muss die Knochenersatzplatte 7 derart beschaffen sein, dass das im 
Zellraum 1 entstehende Knorpelgewebe in einem Grenzbereich mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 verwachst und dadurch ein auf Scherung belastbares Im- 

20 plantat entsteht. Eine deranige Verwachsung wird erreicht dadurch, dass die 
Porositat des Knochenersatzmaterials mindestens auf derjenigen Oberflache, 
auf der der Knorpel gezuchtet wird, so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellularen Knorpelmatrix entstehenden Kollagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpel in der Knochenersatzplatte ver- 

25 ankern. Es zeigt sich, dass fur eine deranige Verankerung der Kollagenfibril- 
len Poren von ca. 1 bis 20um geeignet sind. 

Ferner ist es vorteilhaft, wenn von den Zellen, die fur die Knorpelziichtung 
30 auf die Oberflache der Knochenersatzplatte aufgebracht werden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlasst, sodass durch das Wach- 
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sen von Knorpelgewebe in diesen Unebenheiten oder Poren F^orpelgewebe 
und Knochenersatzmatenal in der Art ernes Formschlusses mitemander ver- 
bunden werden. Es zeigt sich, dass ;ZeIlen sich leicht in Unebenheiten oder 
Poren niederlassen, wenn diese mindestens 20um, vorteilhafterweise zwischen 
5 20 und 50um gross sind. 

An die Knochenersatzplatte 7 werden also die folgenden Bedingungeh ge- 
stellt: 

10 

Damit die Zellen sich aus dem Kulturmedium durch die Knochenersatz- 
platte ernahren konnen, muss diese Poren aufweisen* die durchgehende 
Kanale bilden (offene Porositat). 

15 - Damit die Knochenersatzplatte mindestens als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwemmung der grosseren Molekiile diene kann % durfen die 
Poren nicht zu gross und die Plattendicke nicht zu klein sein. 

Damit die beim Knorpelwachstum entstehenden Kollagenfibrillen sich in 
20 den Poren der Platte verankern, sollen die Poren nicht grosser ils ca. 

20um sein. 

Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersatz- 
platte ansiedeln konnen, miissen mindestens auf der gegen die wachsende 
25 Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte derartige 

Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mit Grossen von mindestens ca. 
20um vorgesehen sein. 

30 Es zeigt sich dass mit entsprechend Oberflachen-rauhen Knochenersatzpiat- 
ten mit offenen Poren in der Grossenordnung von 2 bis 20um und mit einer 
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Dicke von 0,5 bis 3mm, vorzugsweise 0,5 bis 1,5mm gute Resuitate erzielt 
werden konnen. Bei Plattendicken Qber ca. 0,5 bis lmm kanri der. von. der 
wachsenden Knorpelschicht abgewandte Bereich der Knochenersatzplatte 
auch eine grobere Porositat aufweisen, beispielsweise Poren bis zu Grossed 
5 von 300 bis.700ym, wie sie von Knocbenersatzmaterialien bekannt sind. Der- 
artige Porositaten begiinstigen die in vivo Vaskularisierung des Knochener- 
satzmaterials. 

10 Als Knochenersatzmaterial eignen sich an sich alle gangigen osteoinduktiven 
und/oder osteokonduktiven Materialien, vorzugsweise biologisch abbaubare 
Materialien, die die angegebene, offene Porositat aufweisen und die sich zu 
starren oder plastisch verformbaren Platten verarbeiten lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verformbare Platten herstellbar aus Kollagen I, aus Kollagen I 

15 und Hydroxyapatit oder aus Polymilchsaure, starre Platten aus Tricalzium- 
phosphat, aus Hydroxyapatit und aus anderen anorganischen Knocbenersatz- 
materialien. 

20 Eine Behandlung der Knochenersatzplatte 7 mit einem Haftfaktor (attach- 
ment factor) ist nicht notwendig. 

In einem Zellraum gemass Figur 2 mit einer entsprechend offenporigen Kno- 
25 chenersatzplatte 7 wird also nicht nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dern es wird ein Implantat hergestellt, das einen vorgebildeten, verwachsenen 
Knorpel/Knochen-Grenzbereich aufweist. 

30 Figur 3 zeigt eine weitere, beisplelshafte Anordnung zur Durchfiihrung des 
erfindungsgemassen Verfahrens. Es handelt sich im Prinzip urn eine Kom- 
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bination des Verfahrens gemass Figuren I und 2. Die Knochenersatzplatte 7 
ist hier nicht als Teil der durchlassigen Wandung des.Zellraumes 1 angeord- 
net spndern liegt innerhalb eines derartigen, beispielsweise mit semiperme- 
ablen Membranen 3 begrenzten Raumes: Es ist bffensichtlich, dass in einer 
5 derartigen Anordnung die Fdnktion der Knochenersatzplatte 7 als Konvek- 
tionsbarriere wegfallt und dass aiis diesem Grunde die Porositat und Dicke 
der Platte mit einer grosseren Freibeit gewahlt werden kann, 

10 Die in der Figur 3 dargestellte Anordung eignet sich insbesondere fur dunne, 
plastisch verformbare Knochenersatzplatten 7, die als Zellraumwandung 
schwierig zu handhaben sind. 

15 Figur 4 zeigt schematisch eine weitere Ausftihrungsforra eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere zur Zuchtung von sehr dunnen Knorpelschichten, die 
mit einer Knochenersatzplatte verwachsen sind, eignet. Im Gegensatz zum 
Zellraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass mindestens in den ersten ein bis zwei Wochen unter stationaren 

20 Kulturbedingungen geziichtet werden muss. Im Gegensatz zu ahnlichen, be- 
kannten Anordnungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fur die Zellen 
eine Knochenersatzplatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht als Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nicht mit Hilfe eines Haftfaktors 
immobilisiert. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resultate, die in Versuchen mit dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
erhalten wurden. Als semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendet. 
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Es wurden aus Schultergelehken. von Rindern isolierte Chondrozyten verwen- 
det/Die Isoliening der Zellen wurde nach bekannten Methoden durchgefuhrt. 
Die Zellen wurden in die Dialyseschlauche eingebracht und diese wahrend 
der Kulturzeit in einer Spinnerflasche bewegt, wobei die Zellen sich am unte- 
5 ren Ende der Schlauche absetzten. Als Kulturmedium wurde HAM-F12 rait 5 
bis 15% Serum verwendet. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewech- 
selt, 

10 Figur 5 zeigt die Gehahe an Ghondroitinsulfat und.Kollagen (pg/ml, auf das 
Volumen des gebildeten Knorpelgewebes bezogen) als Funktion der Kultur- 
zeit (20, 29 und 49 Tage) des nacb dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Knorpelgewebes verglicben mit entsprechenden Werten von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Mohate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resultate zeigen, dass der Gehalt an Chondroitinsulfat im in vitro hergestell- 
ten Knorpelgewebe sogar hdher sein kann als in natiirlichem Knorpel, dass 
aber der Gehalt an Kollagen deutlich tiefer ist. 

20 Figuren 6 und 7 zeigen ebenfalls als Funktion der Kulturzeit (0, 7, 20 und 40 
Tage) Chondroitinsulfat- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichskulturen A und B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
gezuchtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulturzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgesetzten Zellen im Zellraum, D: Kulturmedium iiber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyten in Alginatkugeln eingebettet und in einer stationaren Kultur kulti- 
vien (A) und in einer Spinnerflasche (B). 
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Durch die Figuren 6 und 7 wird deutlich, dass der Knorpelaufbau in der Ver^ 
suehsMordriung gemass Erfindung bedeutend erfolgreicher verlauft als in den 
y^rgl^ichi^rsuehen. 

5; 

Figuren 8 urid 9 zeigen fur einen nut dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) und far einen nativen Knorpel (Figur 9) Re- 
sultaite vpri Belastungsversuchen zur Illustration der mechanischen Eigenschaf- 
ten des erfindungsgemass hergestellten Knorpels (Kulturbedingungen, bei. 

10 denen der Knorpel hergestellt wurde, siehe weiter oben) vergliehen tnit me- 
chanischen Eigenschaften von nativem Knorpel (Rind). Der Versuch besteht 
darin, einen Stempel mit einer konstanten Geschwindigkeit (I Micrometer pro 
Sekunde) in den Knorpel zu driicken und den Stempel bei einer Eindringtiefe 
von 200um anzuhalten, wahrend dessen die Stempelkraft registriert wird. 

15 Dabei steigt die Stempelkraft zuerst etwa proportional nut der Eindringtiefe 
und sinkt nach dem Stillstand des Stempels ab (viskoelastischer Kraftabbau 
durch Flussigkeitsverlust des Knorpelgewebes). 



20 Die beiden Figuren 8 und 9 stellen die Stempelkraft in Newton (N) als Funk- 
tion der Zeit in Sekunden (s) dar. In der Figur 8 ist auch die Registrierung 
der Eindringtiefe (Weg) in \im dargestellt. 

25 Der Belastungsversuch mit dem nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) wurde mit einem Stempel mit 20mm Durch- 
messer durchgefiihrt, sodass sich eine maximale Druckspannung von ca. 
0,8N/cm 2 ergibt. Der Versuch mit dem nativen Knorpel wurde mit einem 
Stempel von 5mm Durchmesser durchgefuhrt, sodass sich eine maximale 

30 Druckspannung von ca. 30N/cnr ergibt. 



: 0i?:doch bedeuteiidJ^ des Knpirpeis, der mit 

dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellt wurde, lasst sich aus den Figu- 
ren 10 bis 13 erklareri Diese Figuren ^stellen lichtmikroskopische Aufnahmen 
(Figiireh 10' und 11) und ^ Aufnahmen (Figuren 12 

5 und 13) des nach dem effihdungsgem^ hergesiellten und fur 

die Belasmngsversuche verwendeten Knorpels (Figuren 10 und 12) und 
mei^chlichen Knorpeis^ radiaren Zone (Figuren 11 und 13) 

• ■ *' dar. ■ ; . • \ ■. 1 v,"> -. • ; ' 

: 10 

Die Figuren 10 und 11 zeigeh deutlich, dass der nach dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren hergestellte Kjiorpel bedeutend rriehr Chondrozyten enthalt als 
der Vergleichsknorpel, was fur den in vitro geziichteten Knorpel als Wachs- 
tumsstadium interpretiert werden kann. Dieselbe Interpretation legen die 
15 Figuren 12 und 13 nahe, auf denen in den Chondrozyten Organellen gut sicht- 
bar sind (mit Pfeilen markiert). Im Vergleichsknorpe! sind die Organellen 
schmal, was auf eine geringe Synthesetatigkeit schliessen lasst; im erfindungs- 
gemass hergestellten Knorpel sind sie deutlich erweitert, was auf intensive 
Synthesetatigkeit und damit auf eine Wachstumsphase hinweist. 

20 

Weitere elektronenriiikroskopisehe Untersuchungen von nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren hergestelltem Knorpelgewebe zeigen, dass die Kollagen- 
fibrillen darin ein dichtes Netz bilden, dass sie aber weniger dick sind als in 

25 nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachstum) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichtet sondern beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellte Knorpelgewebe ist also als eine Art 
embryonales Knorpelgewebe zu betrachten, das aber die Fahigkeit besitzt, 
sich in vivo (nach der Implantation) zu einem "ausgewachsenen" Knorpelge- 

30 webe weiterzuentwickeln. 
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Figur 14 zeigt in schematischer Darstellurig einen histologischen Schnitt (Ver- 
gf(issefung ckv lOOx) durch den Grenzbereich zwisehen Knorpelschicht und 
Knochenersatzplatte ernes Implantates, das in emer Anordnung gemass einer 
der Figuren 2 bis 4 hergestellt wurde Knorpelgewebe 10 und Knochenersatz- 
5 plane 7 sind in einem Grenzbereich 11 Formschluss-arag mitetnander ver- 
buiiden, dadiirch, dass das Knorpelgewebe in Qberflachenunebenbeiteii der 
^knpchenersat^latte 7 hineingewachsen ist 

10 Figuren 15 und 16 zeigen im Schnitt durch die Knorpelschicht 10 beispielhafte 
Ausfuhrungsformen von Implantiten, die hergestellt werden nach Verfahren, 
wie sie im Zusammerihang mit den Figuren 2 bis 4 beschrieben wiirden, und 
die zwisehen der Knorpelschicht . 10 und einer darunterliegenden Knochen- 
ersatzplatte 7 einen verwachsenen Grenzbereich 11 aufweisen, wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 

Nach Abschluss der Kulturzeit von einigen Wochen wird die Knochenersatz- 
platte 7 mit der darauf entstandenen Knorpelschicht 10 von den iibrigen 
20 Wandbestandteilen des Zellraumes getrennt. Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende Implantat gege- 
benenfalls auf eine vorgegebene Grosse und Form reduziert und/ oder auf ein 
weiteres Stuck eines Knochenersatzmaterials 12 aufgesetzt. 

25 

Fur eine Bearbeitung des im Zellraum entstandenen Implantates werden in 
der Chirurgie gangige Methoden verwendet, wie beispielsweise Stanzen, La- 
ser-Schneiden oder Frasen. Fiir eine Vergrosserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Stuck 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatz- 
30 material auf der der Knorpelschicht 10 gegenuberliegenden Seite der Kno- 
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cfrenerea^latte; 7 rriit ffilfe einer Schicht 13 $us . eiriem -[ah sich ,b<ikarihten t 

5 Nach der Implantation wandern in das offenporige Knochenersatzmaterial der 
Khochenersatzplatte 7 und des angesetzteh S tucks 12 aus der nativen Umge- 
bung knochenbildende Zellen ein und wachsen Mikxogefasse in die Poren des 
Materials Als Fblge davon entsteht natiirliches Knochengewebe, das das 
Knochenersatzmatenal (7, 12, 13), das sukzessive abgebaut wird, ersetzt Da- 
10 bei ist.zu; enyarten, dass der in vitro gezlichtete: Knorpel im Grenzbereieh 11 
mineralisiert wird. 

Figuren 17 bis 20 zeigen encbondrale und osteochondral Defekte, die mit 
15 beispielhaften Ausfiihrungsformen von erfindungsgemassen Implantaten repa- 
riert sind. 



Figur 17 zeigt einen zu einer definienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
tenen, enchondralen Defekt, einen Defekt also, der in der nativen Knorpel- 
schicht 20 liegt und das unter der Knorpelschicht 20 liegende Knochengewebe 
21 nicht tangiert. Ein derartiger Defekt ist im Humanfall hochstens etwa 3mm 
tief und kann sich uber einen beliebigen Bereich einer Knorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohrten oder ausgeschnittenen Defekt wird ein Stiick 
Knorpelgewebe 10' eingesetzt, das beispielsweise in einer Anordnung gemass 
Figur 1 geziichtet wurde und das nach der Zuchtung gegebenenfalls durch 
Schneiden oder Stanzen auf die Form des Defektes gebracht wurde. 



30 



Bei kleinen Defekien geniigt es, fur eine genugende Fixierung des Implantates 
im Defekt, dieses beim Einbringen ieicht elastisch zu deformieren (press fit). 
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Bei grosseren Defekten wxrd das Implantat nut bekannten Mitteln befestigt 
beispielsweise nut einem Stuck Knochentiaut, das damber genaht oder geklebt 
wird, nut einem Kleber, der zwischen nativem Knorpel und Implantat einge- 
bractit wird (IBi Fibrin]iieberj t oder durbh Vernahen mit dem dativen Knor- 
5 pel. 

Figur 18 zeigt einen einer definierteri Form aufgebohrten, kleinereri bsteo- 
choridraien Defekt (flachige Aiisdehnung bis ca. 10mm, Tiefe bis zu ca 3mm 

10 im Kndchen), ein Defekt also, der hicht nur die native Knorpelschicht 20 
sondern auch das dar^nterliegende Knocheng 21 betrifft. Dieser Defekt 
ist mit einem Implantat gemass Figur 15 repariert, welches Implantat mit 
einem Oder mehreren Pins befestigt ist. Es sind zwei Pins dargestellt. Der eine 
Pin 22.1 wird vom Chirurgen von def Oberflache durch das Implantat getrie- 

15 ben, der andere Pin 222 ist vorgangig in der Knochenersatzplatte 7 des Inv 
piantates angeordnet worden und wird durch Pr esse n auf die Implantatsober- 
Qache in den Knochen getrieben. Je nach Oachiger Ausdehnung des Defektes 
werden ein Pin oder eine Mehrzahl von Pins angeordnet. 

20 

Selbstverstandlich ist es auch moglich, das Implantat gemass Figur 18 mit 
anderen Fbdeningsmittelri als mit Pins im Defekt zu befestigen. 

25 Aus der Figur 18 ist ersichtlich, dass die betrachtlichen Scherkrafte, die bei 
der Belastung von Gelenken auf den Grenzbereich zwischen Knochen 21 und 
Knorpel 20 wirken, im Bereiche des reparierten Defektes vom Grenzbereich 
1 1 ubernommen werden, in dem die in vitro gezuchtete Knorpelschicht 10 mit 
der Knochenersatzplatte 7 verwachsen ist. 

30 
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Anstelle des aus einer in vitro gezuchteten Knorpelschicht 10 und einer Kno- 
chenersatzplatte 7 bestehenden Implantatesv iwie ^es^a'det Figur igldaFgestellt- 
ist, kann derselbe Defekt auch nut einer Fullniasse ge^llt und nut emem in 
vitro gezuchteten Stuck Kno^elg^e^: wj^^ 17 dafgestellt ist,_ 

5 repariert werdeh. Zur Aiifnahme der Scfterfe sqlcben Falle 

beispielsweise durchgehende Pins 22.1 vorzusehen. 

Figur 19 zeigt einen aufgebohrten, ostbpth^ der bis in eine 

10 Tiefe von beispielsweise 20 bis 30mm prdpariert und durch Implantation eines 
erfindungsgemassen Implantates gemass Figur 16 repariert worden ist. Scher- 
krafte auf das Implantat werden wiederum durch die Verwachsung zwischen 
Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 aufgenommen. Da die Zement- 
verbindung 13 im nativen Knochen 21 liegt, wird sie auf Scherung nicht bela- 
15 stet und braucht aus diesem Grunde nicht durch einen Stift verstarkt zu wer- 
den. 

Die in der Figur 18 dargestellte Reparaturstelle kann auch erstellt werden, 
20 indem der untere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatzmaterial gefiillt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfalls mittels einer Zement- 
schicht 13 ein Implantat gemass Figur 15 implantiert wird. 

25 Fur grossere osteochondrale Defekte konnen im Sinne einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implantaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 

Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondralen Defekt. Dieser ist 
30 derart gross, dass die neu zu erstellende Knorpelflache nicht mehr mit einer 
ebenen Flache angeniihert werden kann. Ein deraniger Defekt kann, wie 



AVO 9^/46(565^ ; \ V ': PCT/CH97/bd220, 

■ ^ :'.;•"•/ * ,J 

weiter oberi arigedeutet, durcH eine Mosaikplastik repanert werden Da aber 
die erfindungsgemassen Implantate m lhrer flachigen Ausdehnung. meht be- 
schrankt smd und da deren Knochenersatzplatten 7 auch aus einem plastisch 
verformbaren Material bestehen konnen, lasst sich der Defekt einfacher ge- 
mass Figur 20 mit einem Implantat gemass Figur IS reparieren. Zu diesem 
Zwecke wird der Defekt auf eine Tiefe von einigeri. Mttli&et£rii : in .^eii^KniCh;- 
chen 21 zu einer defiriierten Form ausgeschnitten, werden tiefere S telleri mit 
einem plastischen Knochenersatzmaterial gefiillt und wird : das Iniplantat im 
Defekt pbsitipniert und mit geeigneten Mitteln fixiert. 
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P A TENT A N S P R U C H E 



.1. Verfahren zur in vitro Herstellung von Knorpelgewebe und von Implanta- 
ten, die mindestens teilweise aus Knorpelgewebe bestehen, ausgehend 
von vitalen.Zelleri, die die Fahigkeit haben, eine extrazellulare Knorpel- 
.matrix dass die Zellen in einen Zell- 

10 raiim (1) eingebracht und zur Bildung einer extrazellulaien Knorpelmatrix 

in diesern Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm 3 Zellraum 5xl0 7 
bis 10 9 Zellen eingebracht werden, wobei der Zellraum (1) mindestens 
teilweise durch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvektions- 
barriere wirksame offenporige Wandung von einem den Zellraum (1) um- 

15 gebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennt ist. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass aus entspre- 
chenden Geweben isolierte Chondrozyten, mesenchymale Stammzellen, 
20 andere mesenchymale Zellen oder Fibroblasten oder Mischungen der 

genannten Zelltypen oder Gewebeteilchen, die mindestens einen Typ der 
genannten Zellen enthalten, in den Zellraum (1) eingebracht werden. 

25 3. Verfahren nach Ajispruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (1) in einer Zellkultur vermehrt werden. 



4. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) stationiir angeordnet ist oder darin bewegt wird und dass mindestens 
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Sin Teil der Zellraumwandung aus einer, semipermeablen Membran mit 
eirier burchiassigkeit von 10^ bis lOOWO: Daltpn besteht. 

5 5. Verfahren nach Anspruch 4,. dadurch gekennzeichnet, dass innerhalb des 
Zellraumes eine offenporige, starre oder plastisch deformierbare Platte 
(7) aus binera Ki angeordnet isu 

10 6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) wahrend. der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) stationar angeordnet ist und dass mindestens ein Teil der Zellraum- 
wandung als offenporige Schicht rait Poren von bis zu ca. 20um ausgebil- 
det ist. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die offenpori- 
ge Schicht eine Platte (7) aus einem Knochenersatzmaterial ist und dass 
der Zellraum (1) derart angeordnet ist, dass die Platte (7) unten ist, so- 
dass die in den Zellraum (i) eingebrachten Zellen sich auf der Platte (7) 
absetzen. 



7. 



20 



8. Anordnung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Zellraum (1) aufweist, 
welcher Zellraum (1) mindestens teilweise durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine als Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (1) umgebenden Kulturmedium-Raum 
(2) abgetrennt ist. 
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9. AJigfdnuh^ 8, dadurch gekennzeichnet, dass. die semiper- 
me^le> !^mbran (3) eine Durchlassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton 
hat. 

5 

10. Anordnung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die als Kon- 
vektiorisbarriere dieriende Schicht eine offene Porositat von 1 bis 20vim 
aufweist und eine Dicke von 0,5 bis 3rhm hat. 

10 

11. Anordnung nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) eine flachige Form mit zwei im wesentlichen par- 
allelen Stirnflachen aufweist und dass die beiden Stirnflachen durch semi- 
permeable Membrane (3) oder durch offenporige Schichten gebildet sind. 

15 

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass die offenporige Schicht eine starre oder plastisch verformbare 
Platte (7) aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Kno- 

20 chenersatzmaterial ist und dass der Zellraum im Kulturmedium-Raum (2) 

derart angeordnet ist, dass die Knochenersatzplatte (7) unten ist. 

13. Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kno- 
25 chenersatzplatte (7) auf ihrer gegen das Innere des Zellraumes gewand- 

ten Oberflache Unebenheiten mit Grossen von mindestens 20um auf- 
weist. 
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14. Ahordnurig jiach einem der Anspriiche 12 oder 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Knochenersatzplatte (7) auf lhrer vom Zellraum abgewand- 
. V . ten Seite eine Porositat von 300 bis 700um aufweist. 



5 



10 



15 



20 



15. Anordnung nach einhera der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeich- 
net. dass ausserhalb der Knochenersatzplatte (7) eine weitere durchlassige 
Wahduhg angebrdnet ist. 



16. Zellraum begfenzt durch eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
einem offenporigen Rnochenersatzmaterial besteht, als Teil einer Anord^ 
nung nach einem der Anspriiche 12 bis 15. 



17: Implantat hergestellt nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Platte (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersatzmaterial aufweist, deren Oberflache mindestens teil- 
weise mit einer in vitro geziichteten Knorpelschicht (10) bedeckt ist, wo- 
bei das Khorpelgewebe der Knorpelschicht (10) durch Einwachsen in 
Porert und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatzmaterials in die- 
sem verankert ist. 



25 18. Implantat nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Platte (7) 
aus Knochenersatzmaterial mindestens in dem der Knorpelschicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grdsse von 1 bis 20um aufweist und 
eine Dicke von 0,5 bis 3mm hat. 
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19 Implantat nach einem der Anspruche 17 oder 18, dadurch gekennzeich- 
nct, dass die Platte (7) aus Knochenersatzmatenal durch erne Zement- 
sctiieht (1=3) Mr eihem weiteren fell (12) aus Knochenersatzmatenal yer- 
bundeii ist. 

5 

20. Implantat nach einem der Ahspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass es Starr -oder plastisch yfcrfoirhbar ist. 

10 

21. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Her- 
stellung von Implantaten zur Reparatur von enchondralen oder osteo- 
chondralen Gelenk-Defekten. 

15 

22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder 6 
zur Herstellurig von Gehorknbchen, Nasenknorpeln, Orbitalboden, Oh- 
renmuscheln oder von Teilen davon. 

20 

23. Verwendung des Implantates nach einem der Anspruche 17 bis 20 zur 
Reparatur von enchondralen oder osteochondralen Gelenk-Defekten. 



/v/'/^Jvv • -'V.".'; 



WG97/46665 



PCT/CH97/0022Q, 




FIG. 1 




mo 



^ i PCT/CH97/0022Q 



-,~;?.'-v. A.-;., .fa..?' 




FIG, 4 



mg/cm 3 



120.00 



80.00 



A0.00 



0.00 



20 



1 



29 



FIG. 5 



□ CHON DROIT IN / CHONDROITINE 
Q KOLLAGEN / COLLAGEN y-n 

1 



H ► 



49 TAGE/ VERGLEICH / 
DAYS COMPARISON 



WO 97/46665 



3^10: 



mg/cm- 
▲ 



25.000 



20.000 



15.000 



10.000 



5.000 



A B A B 



B 



I r ' 1 111 h~ 



D 



20 40 TAGE/DAYS 



.6 



WO 97/46665 



PCT/CH97/Q022Q- 



mg/cm 



3 



20 



C- 



A B A B B 



AO TAGE / DAYS 



FIG. 7 



WO 97/46665 



5/10 



(N ] KRAFT / FORCE 



WEG / R©5ITI0N I pm ] ; 

























































































WEG/ POSITION 


































m 




































KRAFT;/ FORCE 



























































320 
280 
240 
200 
160 
120 
80 
40 
— ► 



0 



50 



100 150 

FIG. 8 



200 



250 



300 



350 



400 [s] 
ZEIT/ TIME 



IN] KRAFT/ FORCE 

8 r _ 

7 




ZEIT/ TIME 

FIG. 9 




FIG. 15 




FIG. 18 



I^RNATIONAL SEAR t H REPORT 



Interna Application No 

iPGT/CH 97/00220 



"A;- CLASSIFICATION OF. SUBJECT MATTER- j-'-^. ..C,::';f?*.;^-r,:> i ■■.-.V V £V'/^,;. ^ ..' 

I PC. 6. G12N5/06 C12N5/08 ; C.12M3/06 , :A61L27/0O 



According to International Patent Qassificaliori (IPC) or to both national dasflficaOpn and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum ddcixmentabon searched (classification system followed by dasaficatiori symbols) 

IPG 6 C12N C12M A61L 



Documentation searched other than mirurnum documentadon lo the extent trial such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with in di canon, where appropriate, of the relevant passages 



BI0MATER1 ALS, 

vol. 17, no. 10, May 1996, GUILDFORD GB, 

pages 1049-1051, XPO02024593 

M. SITTINGER ET AL.: "ENCAPSULATION OF 

ARTIFICIAL TISSUES IN POLYELECTROLYTE 

COMPLEXES: PRELIMINARY STUDIES." 

cited in the application 

see the whole document 

DE 43 06 661 A (M. SITTINGER ET AL.) 8 
September 1994 

see column 2, line 13 - line 42; claims 



-/- 



Relevant to daim No. 



1-4,8,9 



1-23 



0 



Further documents arc listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



* S pedal categories of a ted documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*E" earlier document but published on or alter the international 

filing date 

*L' document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority dale and not in conflict with the application but 
died to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X* document of particular relevance; the daimcd invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



29 August 1997 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5815 Patentlaan 2 
NL - 22SO HV Rijswijk 
Tel. (♦ 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (-r 31-70) 340-3016 



Date of mailing of the tntemabonaJ search report 



19.09.97 



Authorized officer 



Ryckebosch, A 



Form FCT/tSA/210 <«ccnd ih«t) (July 19 W) 



page 1 of 2 







INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


PCT/CH 97/00220. 




C^Croomia 


Hon) DOCUMENTS CONS 1DERED TO BE RELEVANT : ^ v 7 r ~ 








Category ° 


Citation o f docume nt, wlh mdicaudn, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 




A 


BIOMATERIALS, . 

vol. 15, no. 6, May 1994, GUILDFORD GB, 
pages 451-456, XP002024594 
M. SITTINGER ET AL. : "ENGINEERING OF 
CARTILLAGE TISSUE USING BIORESORBABLE 
POI YMFR TARRI FRS IN PFRFIISTON CULTURE " 
see the who 1 e document 




1-23 


'•■J 


A 


CLINICAL ORTHOPAEDICS AND RELATED 
RESEARCH, 

no. 185, June 1984* LONDON, GB, 
pages 231-239, XP002024595 
T. KIMURA ET AL. : "CHONDROCYTES EMBEDDED 
IN COLLAGEN GELS MAINTAIN CARTILAGE 
PHENOTYPE DURING LONG-TERM CULTURES." 

cod t ho listen 1 a f\f\f~t imon 4" 

see inc -wnQ i e uotunicn i 




1-23 




A 


BIOMATERIALS, 

vol. 10, no. 1, January 1989, 
pages 63-67, XPOO0604999 

LntUNb n o tl ML. bUKWIn Ur 1 tUBL/O 1 0 

ON POROUS CALCIUM PHOSPHATE CERAMIC: AN IN 
VITRO MODEL FOR BIOCOMPATILIGITY STUDY" 
see page 64, left-hand column, paragraph 
6; figure 5 

see page 65, left-hand column, paragraph 1 




1-23 




A 


WO 93 19168 A (MOUNT SINAI HOSPITAL 
CORPORATION) 30 September 1993 
cited in the application 
see claims 




1-23 


1 


A 


WO 90 12603 A (J. P. VACANT I ET AL.) 1 

November 1990 

cited in the application 

see claims 




1-23 



Form PCT.1SAJ310 (continuation of t*oon4 *fat»Q {July 1992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



..- Information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Intern, J Application No 

PCT/CH, 97/00220 



Patent family 
member(s).. . 



Publication, 
.date' -\- 



DE 4306661 A: 



WO 9319168 A 



08-09-94 



. 30-09-93 



WO 9012603 A 



01-11-90 



DE 


4431598 A 


07-03.-96 


WO 


9420151 A 


15 -09 t 94 


. EP 


0687185 A 


20-12-95 


JP 


8511679 t 


10-12-96 

'■ 


... 

US 


— . — 

5326357 A 


05-07-94 


AO 


677953 B 


15-05-97 


AU 


3881693 A 


21-10-93 


CA 


2131904 A 


30-09-93 


EP 


0631619 A 


04-01-95 


JP 


7505620 T 


22-06-95 


US 


5041138 A 


20-08-91 


AT 


142511 T 


15-09-96 


AU 


635025 B 


11-03-93 


AU 


5556890 A 


16-11-90 


CA 


2051663 A,C 


18-10-90 


DE 


69028524 D 


17-10-96 


DE 


69028524 T 


13-02-97 


EP 


0469070 A 


05-02-92 


ES 


2095252 T 


16-02-97 


JP 


6006155 B 


26-01-94 


JP 


4505717 T 


08-10-92 



Form PCT/1S A/210 (paieoi family aim**} (July WW] 



INTERN AHONALER RECHERGHENBERIGHT 



Interna ■ !es Akumzdcheh • 

ip^T/CH 97/06220 



I PK 6 C12N5/06 C12N5/08 C12M3/06 , A61L27/0O 



Nach der lnternabonalen Patentklassifikarion (IPK) odcr nach der rutionalen KJasafikabon und der IRK. 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchiener Mindestpriifstoff (KJasafikaOonssysian und KJassfikationssyrhbole ) 

IPK 6 C12N C12M A61L 



Recherchiene aber mcht zum Mirtdcrtprufstoff gchorendc Vcroffentlichungen, sowert dies* unter die recherchicrlcn Gcbicte fallen 



Wihiend der mterruiuonaien Recherche konsul&erte elektroiuscbe Daienbank (Name der Datenbank und evil, vcrwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kate gone* Bezcichnung der Veroffcntlichung, sowrit crfordcrlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tale 



Betr. Anspnich Nr. 



GB, 



BIOMATERIALS, 

Bd. 17, Nr. 10, Mai 1996, GUILDFORD 
Seiten 1049-1051, XPOO2024593 
M. SITTIMGER ET AL.: "ENCAPSULATION OF 
ARTIFICIAL TISSUES IN POLYELECTROLYTE 
COMPLEXES: PRELIMINARY STUDIES." 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Dokument 

DE 43 06 661 A (M. SITTINGER ET AL.) 
8. September 1994 

siehe Spalte 2, Zeile 13 - Zeile 42; 
Anspriiche 

-/-- 



1-4,8,9 



1-23 



0 



Weitere Veroffenthchungen and der Fortsetzung von Feld C zu 



m 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondcrc Katcgonen von angegebenen Veroffeotlichungen 

* A" Veroffcntlichung, die den aUgemeincn Stand der Technik definiert, 

aber mcht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
*E* altera Dokument. das jcdocti cm am odcr nach dem intemationaJen 

Artmeldedatum veroffentlicht worden ist 
"L* Veroffcndi chung, die gceigncttst, etnen Prioritatsanspruch zweifclhaA er- 
sdranen zu lassen, odcr durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recberchcnbcricht genannten Veroffcntlichung belegt werden 
soil odcr die aus eincm anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentlichung, die rich aufdne mundhche Oflcnbarung, 

one Bcrtutzung, cine Ausstcllung oder andere Maflnahmen bezicht 

*P" VcrofTaitJi chung, die vor dem international en AnmeWedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorilatsdattim veroffentlicht worden ist 



*T Spatere Veroffcntlichung, die nach dem international en Anroeide datum 
odcr dem Priori tatsdatum veroffenthchl worden ist und mil der 
Anmeldung mcht kotlidiert, sondem nur zumVerstandms des der 
Erfindung rugrundeb cgenden Prinzips oder der ihr zugrundehegenden 
Theoric angegeben ist 

"X" Veroffcntlichung von besondercr Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kartn allan aufgnmd diescr Veroffcntlichung mcht als neu Oder auf 
crfinde rise her Taugkdt beruhend bctrachtet werden 

'V Yeroffenllichung von besondercr Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann mcht als auf erfindenschcr Taugkdt beruhend bctrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mil dner odcr mehrcren anderen 
Veroffentiichungen diescr Kate gone in Vcrbindune gebracht wird und 
dtcsc Verbindung fur eincn Fachmann nahcliegend ist 

'St' Verdffcndichung, die Milghed dersclhen Patenlfamilie ist 



Datum des Abschlusse? der intemabonalcn Recherche 



29. August 1997 



Absendcdatum des mtemationaicn Recherchenbenchts 



19.09.97 



Name und Postanschrifl der Interna tionaJc Recherchenbehorde 
EuropaiJches PatentamU P.B. Sal 8 PaiertUaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( ^ 31 -70) 340.2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax 31-70) 340-3016 



BcvollmachUgter Bedienslctcr 

Ryckebosch, A 



FomtbUtt PCT/lSA/210<BUn 1) (Juli 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern; .. Jcs Aktenzttdtcn 

PGT/CH 97/00220 



eXForticoaing) ■ ALS WESEhJTUCH ANGESEHENE U NTERI *AGEN_ 



Katcgohc* 



Boochnung dcr VerofrcnUichung, sowal crfbrderlich linter Angabe dtr m fktracht kommenden Talc* 



BctTi Ampruch Nr. 



BI0MATER1ALS, 

Bd. 15, Nr. 6, Mai 1994, GUILDFORD GB, 
Seiten 451-456, XP002024594 
M. SiTTINGER ET AL. : "ENGINEERING OF 
CARTILLAGE TISSUE USING BIORESORBABLE 
POLYMER CARRIERS IN PERFUSION CULTURE." 
siehe das ganze Dokument 

CLINICAL ORTHOPAEDICS AND RELATED 
RESEARCH 

Nr. 186! Juni 1984, LONDON, GB, 
Seiten 231-239, XP002024595 
T. KIMURA ET AL. : "CHONDROCYTES EMBEDDED 
IN COLLAGEN GELS MAINTAIN CARTILAGE 
PHENOTYPE DURING LONG-TERM CULTURES." 
siehe das ganze Dokument 

BIOMATERIALS, 

Bd. 10, Nr. 1, Januar 1989, 

Seiten 63-67, XP000604999 

CHEUNG H S ET AL: "GORWTH OF OSTEOBLASTS 

ON POROUS CALCIUM PHOSPHATE CERAMIC: AN IN 

VITRO MODEL FOR BIOCOMPATI LIGITY STUDY* 

siehe Seite 64, linke Spalte, Absatz 6; 

Abb il dung 5 

siehe Seite 65, linke Spalte, Absatz 1 

WO 93 19168 A (MOUNT SINAI HOSPITAL 
CORPORATION) 30. September 1993 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspriiche 

WO 90 12603 A (J. P. VACANTI ET AL.) 

1. November 1990 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Anspriiche 



1-23 



1-23 



1-23 



1-23 



1-23 



FormbUU PCT/1SA/2I0 (Fortieuum von BUU 2) (Juti 1992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONAUER R ECHERCHENBERICHT 

A ngaben zu Veroffchtlichunjen, die zur sdben Patenuanulie gchoren " . : ' ' 



Intcriru '.■[ les Aktexoctchen 

PCT/CH 97/00220 



Im Recherchenberxchi 
angefuhrtcs Patentdokument 



Daium der 
V erof fen iltch ung 



Milglied{er)dcf 
Patenifamilic . 



DE 4306661 A 



WO 9319168 A 



08-09-94 



30-09-93 



J -Datum der ~ 
VeroffenUichung : 



DE 4431598 A 

WO 9420151 A 

EP 0687185 A 

JP 8511679 T 



US 
AU 
AU 
CA 
EP 
JP 



5326357 A 
677953 B 
3881693 
2131904 
0631619 
7505620 



A 
A 
A 
T 



07-03-96 
15-09-94 

20- 12-95 
10-12-96 

05-07-94 
15-05-97 

21- 10-93 
30-09-93 
04-01-95 

22- 06-95 



W0 9012603 A 


01-11-90 


US 5041138 A 


20-08-91 






AT 142511 T 


15-09-96 






AU 635025 B 


11-03-93 






AU 5556890 A 


16-11-90 






CA 2051663 A,C 


18-10-90 






DE 69028524 D 


17-10-96 






DE 69028524 T 


13-02-97 






EP 0469070 A 


05-02-92 






ES 2095252 T 


16-02-97 






JP 6006155 B 


26-01-94 






JP 4505717 T 


08-10-92 



FormbUti PCT/ISA/310 (Anhant PatentfemiUeHJuti \992\ 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 



[j COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




